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Résumé

La réaction granulomateuse périovulaire est diminuée in vivo 
par un anticorps monoclonal de classe IgM. La diminution de 
la réaction granulomateuse est retrouvée tant chez des souris n’ayant 
jamais été en contact avec le parasite, que chez des souris infes­
tées ou chez des souris sensibilisées par l’injection d’œufs par voie 
intrapéritonéale.

L’action sur le granulome pourrait s’expliquer par une diminu­
tion de la viabilité de l’œuf, l’anticorps monoclonal ayant une 
action léthale sur des miracidiums en suspension in vitro.

Summary: Study of fluorescent antibodies directed against the gut epithelium of Schistosoma mansoni. V. Egg granuloma modulation
by an IgM monoclonal antibody.

The periovular granulomatous reaction has been reduced in vivo 
by an IgM monoclonal antibody. The granulomatous reaction has 
been obtained either in unsensitized, or sensitized as well as immu­
nized mouse.

The granulomatous reduction could be explained by a decrease 
in egg viability, owing to the fact that the monoclonal antibody 
is lethal against an in vitro miracidium suspension.

Les principales manifestations pathologiques de l’infes­
tation par Schistosoma mansoni sont dues aux réactions 
granulomateuses déclenchées par les œufs du parasite 
déposés dans les tissus. Il a été montré depuis longtemps 
que cette réaction est due à la mise en jeu de mécanismes 
immunologiques, les antigènes sécrétés par le miracidium 
déclenchant une réaction immunitaire principalement à 
médiation cellulaire de type hypersensibilité retardée (8). 
La réaction évolue dans le temps au cours de l’infestation 
et son intensité paraît modulée par différents facteurs cel­
lulaires mais aussi humoraux.

On se propose au cours de ce travail de préciser le rôle 
éventuel d’un anticorps monoclonal de classe IgM sur le 
développement du granulome périovulaire. L’anticorps

étudié est dirigé contre un épitope de l’épithélium intes­
tinal du Ver adulte, épitope de nature glucidique égale­
ment présent à d’autres stades évolutifs du parasite et par­
ticulièrement abondant au niveau de l’œuf (2).

Les résultats rapportés dans le présent travail montrent que 
l’IgM étudiée diminue la réaction granulomateuse périovu­
laire, chez la souris neuve, n’ayant jamais été en contact avec 
le parasite, de même que chez la souris en état d’immunité 
acquise à la suite d’une primoinfestation ou chez la souris 
sensibilisée par l’injection d’œufs par voie intrapéritonéale. 
Une des hypothèses avancées est que l’anticorps monoclonal 
étudié diminue la viabilité de l’œuf; en effet, il exerce une 
action léthale sur des miracidiums en suspension in vitro.

MATÉRIEL ET MÉTHODES

Matériel utilisé 

Anticorps monoclonal
L’anticorps monoclonal utilisé est un anticorps de classe IgM 

dirigé contre une structure antigénique polysaccharidique de l’épi-
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thélium intestinal du ver adulte. Il est produit par un hybridome 
sélectionné au laboratoire suivant le protocole précédemment 
décrit (2) et entretenu en culture sur milieu Iscove (Gibco) addi­
tionné de 10 % de sérum de veau fœtal (IBF), à 37° C (sous 5 % 
de CO2). La production d’anticorps in vivo est obtenue par 
l’injection de l’hybridome à des souris BALB/c traitées au préa­
lable par du Pristane à raison de 0,5 ml par souris par voie intra­
péritonéale. Au bout de 7 jours, les souris sont inoculées avec 
106 à 107 cellules hybrides. Il se développe une réaction ascitique 
et lorsque l’abdomen atteint un certain volume (dans un délai de 
10 à 12 jours en moyenne), le liquide d’ascite est recueilli. L’anti­
corps est ensuite purifié par filtration du surnageant de culture 
ou du liquide d’ascite sur gel de Séphacryl S 300-HR. L’anticorps 
monoclonal purifié ainsi obtenu est ensuite concentré sur cellule 
Amicon équipée d’une membrane Diaflo XM 300 (3).

Œufs, miracidiums
Les différents stades évolutifs du parasite sont obtenus à partir 

de la souche LE Belo Horizonte de Schistosoma mansoni entre­
tenue au laboratoire sur Hamster, le mollusque Biomphalaria gla- 
brata servant d’hôte intermédiaire. Une suspension d’œufs puri­
fiée est préparée par centrifugation d’un broyat de foies de 
Hamsters infestés contre une barrière de densité constituée par 
une solution de Percoli (Pharmacia Fine Chemicals) à 20 % sui­
vant un protocole que nous avons déjà décrit (5). Les miracidiums 
sont obtenus à partir d’œufs issus de foies broyés le jour même, 
soigneusement lavés, et mis à éclore dans 3 à 4 ml d’eau de source 
sous lumière artificielle à 27° C pendant 30 minutes. Les miraci­
diums sont prélevés à la pipette et répartis dans 9 cupules (Nunc) 
à raison de 150 miracidiums par cupule.

Souris
Trois groupes de souris Swiss ont été utilisés :
— des souris n’ayant pas été en contact avec le parasite (souris 

neuves),
— des souris infestées par l’injection sous cutanée de 

150 cercaires, après 11 semaines d’évolution (souris parasitées),
— des souris sensibilisées par l’injection intrapéritonéale de 

1 500 œufs, après 21 jours d’évolution.
Les souris reçoivent dans la veine de la queue 0,2 ml d’une 

suspension d’œufs à 20 000 œufs/ml, soit 4 000 œufs par souris. 
Les œufs suivent le courant sanguin jusqu’aux poumons où ils 
restent bloqués et où ils provoquent la formation de granu­
lomes (26).

Mesure des granulomes
Les souris sont sacrifiées à l’éther au bout de 12 jours. Les 

lobes pulmonaires sont traités selon les méthodes de l’histologie 
classique. Des coupes sériées de 8 µm d’épaisseur sont réalisées 
et les lames sont colorées à l’hémalun-éosine. Les lames sont obser­
vées au microscope à l’objectif x 4 et les granulomes mesurés 
au micromètre oculaire avec un objectif x 10. Pour chaque souris 
3 des 5 lobes pulmonaires ont été examinés (les mêmes 3 lobes 
pour chaque souris) par environ 400 coupes sériées, soit 
3 600 coupes pour chaque lot. Travaillant sur des coupes sériées, 
chaque granulome n’a été mesuré qu’une seule fois et la mesure 
a été effectuée sur l’épaisseur la plus importante de ce granu­
lome.

Expériences réalisées

Quatre séries d’expériences sont réalisées :

a) Étude de la modulation du granulome
par l’anticorps monoclonal chez la souris sensibilisée

Deux lots de 3 souris ont été constitués à partir de souris au 
21e jour de sensibilisation après injection intrapéritonéale de
1 500 œufs. Les 2 lots reçoivent 4 000 œufs par voie intraveineuse ; 
l'un des 2 lots reçoit tous les deux jours 2 mg de l’anticorps mono­
clonal étudié purifié par voie intrapéritonéale. Les souris sont sacri­
fiées au bout de 12 jours d’évolution ; les poumons sont fixés, 
coupés et l’épaisseur des granulomes mesurée.

b) Étude de la modulation du granulome
par l’anticorps monoclonal chez la souris neuve

Deux lots de 3 souris sont constitués. Les 2 lots reçoivent 
4 000 œufs par voie intraveineuse; l'un des 2 lots reçoit tous les 
deux jours 0,5 ml d’ascite contenant l’anticorps monoclonal étudié 
par voie intrapéritonéale; l’autre lot reçoit, également par voie 
intrapéritonéale, 0,5 ml d’ascite contenant un anticorps monoclonal 
de spécificité différente; il s’agit d’une IgM de souris dirigée contre 
la spécificité de groupe sanguin AB*. Les souris sont sacrifiées 
au bout de 12 jours d’évolution; les poumons sont fixés, coupés 
et l’épaisseur des granulomes mesurée.

c) Etude de la modulation du granulome
par l’anticorps monoclonal chez la souris parasitée

Deux lots de 3 souris sont constitués à partir de souris à la 
11e semaine d’infestation après injection sous cutanée de 
150 cercaires. L’injection des œufs et des deux anticorps mono­
clonaux est réalisée comme précédemment.

d) Étude in vitro de l’action de l’anticorps monoclonal 
sur la viabilité du miracidium

Une suspension de miracidiums est répartie dans 9 cupules (Nunc) 
à raison de 150 miracidiums par cupule sous un volume de 300 µl. 
Dans 3 de ces cupules, 100 µl d’une solution à 5 mg/ml de l’anti­
corps monoclonal IgM étudié (en NaCl 0,15 M) sont ajoutés. Les 
cupules témoins sont représentées, d’une part par 3 cupules dans 
lesquelles sont ajoutés 100 µl d’une solution d’un anticorps mono­
clonal IgM de spécificité anti-AB précédemment décrit, à 5,7 mg/ml 
(en NaCl 0,15 M), d’autre part par 3 cupules dans lesquelles sont 
ajoutés 100 µl de NaCl 0,15 M. L’observation des miracidiums 
dans les 9 cupules est effectuée tous les 1/4 d’heures pendant
2 heures à 27° C.

RÉSULTATS

a) Étude de la modulation du granulome
par l’anticorps monoclonal chez la souris sensibilisée

L’épaisseur moyenne des granulomes pulmonaires autour 
des œufs chez les souris sensibilisées ayant reçu l’anticorps 
monoclonal est de 73,6 µm ± 25,1 µm contre 112,5 µm 
± 41,6 µm chez les témoins sans anticorps. Les sou­
ris ayant reçu l’anticorps monoclonal étudié ont développé 
des granulomes de taille très nettement inférieure aux souris 
sans anticorps (p < 0,0001, t = 11,274, ddl = 469) (fig. 1).

* Nous remercions le Dr Chevaleyre qui nous a fourni le liquide 
d’ascite contenant cet anticorps (Centre de Transfusion Sanguine 
de Bordeaux. Directeur : Dr Vezon).
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b) Étude de la modulation du granulome
par l’anticorps monoclonal chez la souris neuve

L’épaisseur moyenne des granulomes pulmonaires autour 
des œufs chez les souris neuves ayant reçu l’anticorps mono­
clonal étudié est de 48,2 µm ± 20,6 µm contre 114,7 µm 
± 34,5 µm chez les souris ayant reçu un anticorps anti- 
AB. Les souris neuves ayant reçu l’anticorps monoclonal 
étudié ont développé des granulomes de taille très nette­
ment inférieure aux souris ayant reçu un anticorps anti- 
AB (p < 0,0001, t = 13,384, ddl = 146) (fig. 2).

c) Étude de la modulation du granulome
par l’anticorps monoclonal chez la souris parasitée

L’épaisseur moyenne des granulomes pulmonaires autour 
des œufs chez les souris parasitées ayant reçu l’anti­
corps monoclonal étudié est de 57,7 µm ± 26,3 µm contre 
90,1 µm ± 37,7 µm chez les souris ayant reçu un anticorps 
anti-AB. Les souris parasitées ayant reçu l’anticorps mono­
clonal étudié ont développé des granulomes de taille très 
nettement inférieure aux souris ayant reçu un anticorps anti- 
AB (p < 0,0001, t = 11,188, ddl = 541) (fig. 3).

Ces trois séries de résultats sont rassemblés dans le 
tableau I.

d) Étude in vitro de l’action de l’anticorps monoclonal 
sur la viabilité du miracidium

L’anticorps monoclonal étudié a une action léthale directe 
sur les miracidiums : dans les cupules contenant l’anticorps 
monoclonal tous les miracidiums sont morts au bout d’1 h 
45 mn, tandis qu’ils restent encore vivaces dans les cupules 
témoins (tableau II).

Tableau I. — Effet de l’anticorps monoclonal anti-Schistosoma 
mansoni de classe IgM sur l’épaisseur des granulomes péri- 
ovulaires chez la souris.

souris neuves souris parasitées souris sensibilisées

témoins traitées témoins traitées témoins traitées
total des granulomes 

mesurés 88 60 311 232 274 177

moyenne (µm) 1 14,7 48,2 90,1 57,7 112,5 73,6

écart-type (µm) 34,5 20,6 37.7 26,3 41,6 25.1

Fig. 1. — Diminution de l’épaisseur moyenne des granulomes, 
chez des souris sensibilisées, ayant reçu des œufs par voie intra­
veineuse, après administration intrapéritonéale de l’anticorps 
monoclonal anti-Schistosoma mansoni.

Fig. 2. — Diminution de l’épaisseur moyenne des granulomes chez 
des souris neuves, ayant reçu des œufs par voie intraveineuse, 
après administration intrapéritonéale de l’anticorps monoclo­
nal anti-Schistosoma mansoni, par rapport à un anticorps 
anti-AB.

Fig. 3. — Diminution de l’épaisseur moyenne des granulomes chez 
des souris parasitées, ayant reçu des œufs par voie intravei­
neuse, après administration intrapéritonéale de l’anticorps mono­
clonal anti-Schistosoma mansoni, par rapport à un anticorps 
anti-AB.
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Tableau II. — Étude in vitro de l’action de l’anticorps mono­
clonal anti-Schistosoma mansoni sur la viabilité du miracidium. 
Une suspension de 150 miracidiums est mise en présence d’une 
part de l’anticorps monoclonal étudié et d'autre part d’un anti­
corps monoclonal anti-AB de même isotype (IgM). Une sus­
pension témoin est étudiée parallèlement en l’absence d'anticorps.

Pourcentage moyen de miracidiums morts

temps d'observation 
en minutes

Anticorps 
monoclonal anti 
Schistosoma 

mansoni

Anticorps 
monoclonal 
anti AB

Suspension
témoin

0 0 0 0
1 5 10.5 6.2 4.5
30 1 0.6 10,2 1 0.4
45 15,3 12,6 12,9
60 65,5 18,8 17,0
90 98,8 22 19,1
1 05 100 24.8 20

DISCUSSION

La principale cause de la morbidité due à Schistosoma 
mansoni est le granulome inflammatoire qui se développe 
autour des œufs disséminés dans les tissus (27), principale­
ment le foie et le tractus digestif, bien que d’autres locali­
sations soient possibles; rein, poumon (1), système nerveux 
central. Le développement des réactions granulomateuses, 
en particulier dans le foie, évoluant vers la fibrose, peut 
entraîner une destruction marquée du parenchyme hépa­
tique avec hypertension portale et toutes ses consé­
quences (6). Les antigènes sécrétés par l’œuf de Schisto­
soma mansoni sont responsables de cette réaction. Le 
granulome évolue ensuite dans le temps vers une diminu­
tion de sa taille par l’intervention de différents facteurs 
de modulation tant cellulaires qu’humoraux.

L’anticorps monoclonal utilisé dans ce travail (2) est une 
IgM dirigée contre un épitope de nature glucidique présent 
au niveau de l’épithélium intestinal du ver adulte, ainsi 
qu’au niveau des autres stades évolutifs du parasite au 
niveau de l’œuf où il est très abondant. Injecté à la souris, 
il diminue la réaction granulomateuse périovulaire tant chez 
la souris neuve, n’ayant jamais été en contact avec le para­
site, que chez la souris infestée par l’injection sous cutanée 
de 150 cercaires, ou chez la souris sensibilisée par l’injec­
tion intrapéritonéale d’œufs. Simpson et al. (22, 23) ont 
également étudié l’effet d’un anticorps monoclonal de classe 
IgM dirigé contre une fraction polysaccharidique du SEA 
(soluble egg antigen) sur l’évolution du granulome pério­
vulaire provoqué au niveau du poumon de souris. Ils ont 
observé que l’effet de l’anticorps étudié était d’augmenter 
la taille des granulomes par rapport à un groupe témoin 
sans anticorps comme par rapport à un groupe témoin rece­
vant un anticorps de spécificité non bilharzienne. Deux anti­
corps monoclonaux de même classe, dirigés tous les deux 
contre un antigène ovulaire, permettent donc d’observer 
des modifications opposées de la réaction granulomateuse.

Mais il faut savoir que les antigènes ovulaires sont d’une 
grande complexité. Le granulome bilharzien est centré

autour de l’œuf de Schistosoma mansoni. Quand il est 
déposé dans les tissus, l’œuf est vivant et contient le mira­
cidium qui sécrète des antigènes à travers les pores de la 
coque de l’œuf (25). De nombreuses équipes ont étudié la 
fraction soluble des antigènes de l’œuf de Schistosoma man­
soni et ont tenté d’en isoler les différentes composantes 
pour déterminer leurs capacités antigéniques respectives.

Il est aisé d’obtenir l’antigène brut (SEA) en broyant 
des œufs en eau physiologique. A partir du SEA, diffé­
rentes méthodes physicochimiques permettent d’individua­
liser un certain nombre de composantes (9). Le SEA est 
composé de protéines, de polysaccharides et de glycopro­
téines. Il est capable d’entraîner une lymphoprolifération 
et une production de lymphokines in vitro (12). Cet extrait 
est très hétérogène et comporte des constituants dont les 
poids moléculaires s’étendent entre 10 et 200 KDa. Une 
électrophorèse en SDS-polyacrylamide montre au moins 
20 bandes de protéines différentes (16). Parmi les antigènes 
issus du SEA, certaines glycoprotéines semblent jouer un 
rôle majeur (Major Soluble Antigens: MSA; 20). Le frac­
tionnement de l’antigène brut par une chromatographie 
d’affinité sur concanavaline A suivie d’une chromatogra­
phie d’échanges d’ions sur DEAE-cellulose permet d’indi­
vidualiser 3 fractions : MSA1, MSA2, MSA3 (10). Un anti­
corps monoclonal dirigé contre le MSA1 donne lieu au 
phénomène de précipitation périovulaire observé il y a de 
nombreuses années par Oliver-Gonzales (19) avec des sérums 
de sujets bilharziens riches en anticorps. Le MSA1 est 
capable de provoquer la formation d’un granulome chez 
la souris neuve. L’anticorps monoclonal étudié dans ce tra­
vail, dirigé contre un épitope de nature polysaccharidique, 
ne donne pas lieu au phénomène de précipitation périovu­
laire; il ne réagit pas non plus avec le MSA1.

D’autres antigènes de Schistosoma mansoni ont pu être 
identifiés, soit à l’aide de diverses méthodes physicochimi­
ques à partir du SEA (7, 14, 17, 18, 20), soit à l’aide 
d’anticorps monoclonaux (13, 24, 28). Beaucoup d’épitopes 
reconnus par les anticorps monoclonaux se situent au niveau 
des schistosomules, mais certains sont également présents 
au niveau d’autres stades évolutifs du parasite, en parti­
culier au niveau de l’œuf. Le rôle éventuel de ces anti­
gènes dans le déclenchement de la réaction granulomateuse 
n’a pas été précisé.

Il est intéressant de rapprocher la diminution de la réac­
tion granulomateuse observée au cours des expériences pré­
sentées dans ce travail de celle qui se manifeste lors de 
l’évolution naturelle du granulome bilharzien chez l’animal 
expérimentalement infesté. L’évolution se fait en deux 
phases par l’intervention de facteurs de modulation tant 
cellulaires qu’humoraux (27). Dans le modèle murin, on 
observe une phase aiguë 8 à 10 semaines après l’infesta­
tion où le granulome, de grande dimension, est constitué 
essentiellement par un afflux cellulaire en particulier de 
polynucléaires éosinophiles, suivie d’une phase chronique
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plus tardive qui débute à la 12e semaine jusqu’à la 
18e-20e semaine où le granulome, de plus petite taille, est 
constitué de lymphocytes et de fibroblastes. De plus, à la 
phase chronique de l’infestation, les granulomes sont uni­
formément de petite taille et la réaction inflammatoire déve­
loppée autour des œufs nouvellement déposés dans les tissus 
à cette phase est nettement moins intense que celle observée 
à la phase aiguë de la parasitose. La réaction granuloma­
teuse est une réaction d’hypersensibilité retardée où des 
phénomènes de modulation cellulaire vont intervenir (9). 
Les lymphocytes T auxiliaires CD4 sont responsables des 
manifestations d’hypersensibilité observées dans la phase 
aiguë granulomateuse; ils sont présents au centre du gra­
nulome lors de la phase aiguë; le SEA, présenté par les 
macrophages aux lymphocytes T CD4, entraîne une acti­
vation de ces cellules. C’est à la phase chronique qu’inter­
viendraient les lymphocytes T suppresseurs CD8. Leur 
action serait une des causes de la limitation de la réaction 
granulomateuse (15).

Des études récentes semblent montrer qu’interviendraient 
également des phénomènes de régulation par la mise en 
jeu du réseau idiotypique (4). On pourrait émettre l’hypo­
thèse d’une interférence de l’anticorps monoclonal étudié 
avec le réseau idiotypique pour expliquer la diminution du 
granulome chez la souris.

Mais le premier facteur de modulation de la réaction 
inflammatoire semble être la mort du miracidium : la durée 
de vie du miracidium à l’intérieur de l’œuf qui vient d’être 
déposé dans les tissus est limitée à quelques jours. Quand 
l’œuf est mort, il n’y a plus de sécrétion d’antigènes et 
le granulome régresse. Or l’anticorps monoclonal isolé dans 
notre laboratoire est capable d’exercer une action léthale 
directe sur des miracidiums en suspension in vitro. Il appa­
raît légitime de se demander si cette action léthale a la 
possibilité de s’exercer in vivo vis-à-vis du miracidium qui 
est alors protégé par la coque de l’œuf. La microscopie 
électronique a révélé à ce niveau l’existence de nombreux 
pores (22) par lesquels s’effectue la libération d’antigènes 
sécrétés par l’embryon et responsables de la formation des 
granulomes. Certaines composantes de ce matériel antigé­
nique sont représentées par des polysaccharides dont le 
Poids Moléculaire peut avoisiner celui des IgM. Par ail­
leurs, il a été montré récemment que des anticorps mono­
clonaux appartenant à différents isotypes sont capables de 
diminuer la viabilité de l’œuf (11, 29).

L’anticorps monoclonal IgM que nous étudions montre 
des propriétés effectrices diverses : nous avons précédem­
ment montré son pouvoir bloquant sur l’immunité vis-à- 
vis des schistosomules (3) ; les résultats rapportés dans le 
présent travail sont au contraire en faveur d’une action 
diminuant la viabilité du miracidium. Il est connu qu’un 
même effecteur peut entraîner parfois des effets opposés 
pour l’hôte. C’est le cas ici et il est particulièrement inté­
ressant de noter que l’anticorps monoclonal utilisé n’a pas

été obtenu par l’immunisation d’un animal par l’injection 
d’un extrait antigénique, mais par sélection d’un clone 
lymphocytaire à partir de souris hébergeant le parasite. 
L’intervention d’un tel mécanisme lors de l’infestation natu­
relle peut donc être raisonnablement envisagé.
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